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DQMAINE DE UINVENTION 

L'invention se rapporte au domaine du maintien ou du r6tablissement 
de r^quilibre du m6tabolisme osseux chez rhomme ou Panlmal, notamment 
5 pour la prevention ou le traitement de troubles Ms a un dSsSquilibre du 
metabolisme osseux grace d Tapport nutritionnel ou k Tadministration 
therapeutique d'une composition stimulant la formation de Tos et/ou inhibant 
la resorption osseuse. 



10 ETAT DE LA TECHNIQUE, 



L'os n'est pas un tissu statique. Uos subit un remodelage constant par 
destruction et synthese de novo du tissu osseux dans un processus 
complexe Impliquant deux types princlpaux de cellules, respectivement las 
15 osteoblastes qui produlsent du tissu osseux nouveau et les osteoclastes qui , 
detruisent Tos. 

Les activites de ces cellules sont regulees par un grand nombre de 
cytokines et de facteurs de crolssance, dont la plupart ont ete identifies et 
clones comme cela est decrit dans la revue generale de Mundy (Mundy, 
20 G.R., 1996, Clin. Ortiiop,, vol.324 :24-28 ; Mundy, G.R., 1993, J.Bone Miner 
Res, vol.8 : S 505 - S 510). 

Les osteoblastes, cellules responsables de la formation de Tos, se 
dfff^rencient a partir de cellules precurseurs et expriment et secretent de 
nombreuses enzymes et de nombreuses prot6ines de structure de la matrice 
25 de-Tos, y comprls le collag§ne de type I, Tosteocalclne, TostSopontine et la 
phosphatase alcaline (Stein G. etal., 1990, Curr, Opin Cell Biol, vol.2: 1018- 
1027; Harris S et al. ,1994, J, Bone Miner Res VoL9:855-863). 

Les osteoblastes synthetisent aussi de nombreux peptides r^gulateurs 
de crolssance, y comprls les peptides BMPs (pour "Bone Morphogenetic 
30 Proteins »), qui sont stockes dans la matrice osseuse, et qui sont 
vralsemblablement responsables de la formation hormale de Tos. 

Comme la phosphatase alcaline, Tosteocalcine et Tosteopontine, les 
peptides BMPs sont exprimes par des osteoblastes en culture au moment oCi 
ces cellules proliferent et se differencient 




Les osteoclastes sont des cellules multinucl^ees qui sont 
responsables de la perte osseuse, dans un processus communement 
design§ la resorption osseuse. 

Chez un indivldu en bonne sante, homme ou animal adulte, ('action 
5 conjointe des osteoblastes et des osteoclastes permet un maintien dans le 

tem p s de l a m ass e osseus e-et-asst>fe- simultan 6me nt un r e moda f age du tissu 

osseux par resorption et syntii^se ofe novo de I'os. 

Chez un sujet adulte sain, la Vitesse de fomiation des ost^ociastes et 
des osteoblastes est telle qu'il y a un 6quilibre entre la formation de I'os et la 
10 resorption osseuse. Cependant, chez les Indlvidus ost6oporotlques, II se 
produit un d6s6qullibre dans le processus de remodelage osseux, ce qui 
aboutit a une perte d'os qui se fait a une vitesse plus rapide que sa Vitesse 
de formation. Bien que ce dSs^quilibre existe, dans une certaine mesure, 
Chez la plupart des individus S mesure qu'ils vieillissent, il est beaucoup plus 
15 s6vdre et se produit g> un §ge plus jeune chez les Individus ost6oporotiques. 

Ainsi, chez I'homme et les autres mammifdres, une grande diversity 
de troubles sont Ii6s a un m§tabollsme anormal de la resorption osseuse ou 
de la formation de I'os, entraTnant un des§quilibre du metabolisme ou 
remodelage osseux. 

20 On observe notamment une grande heterogeneite dans la valeur du 

pic de masse osseuse selon les individus, cette het6rog6n6lte etant due ^ 
des grandes variations dans le processus de croissance osseuse des le plus 
jeune age. Ainsi, la masse osseuse maximale atteinte au debut de TSge 
adulte, aussi designee pic de masse osseuse, est-elle tres variable d'un 

25 indivldu a I'autre. Avec r§ge, les individus poss^dant une valeur faible de pic 
de masse osseuse, et qui subissent une perte osseuse due au vieilllssement, 
sont desavantages. Ainsi, que! que soit I'individu, un traitement pr6ventif 
pr§coce de la perte osseuse est preconise, de manidre ci rSduire le plus 
possible les desequilibres du remodelage osseux qui se produisent de 

30 manldre non pathologique avec le vieilllssement, notamment les risques de 
fractures osseuses pr§coces. 

ParmI les d^sordres pahtologiques lies S un desequilibre du 
metabolisme osseux, on peut citer notamment les troubles ou les pathologies 
tels que I'osteoporose, la maladle de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse 

35 observee a proximite d'une prothese, les maladies de I'os m^tastatique. 



I'hypercalcemle due ^ un cancer, les myelomes multiples, et les maladies 
periodontales. 

Certains des troubles ou pathologies du nnetabolisme osseux peuvent 
etre provoques apres une immobilisation de longue duree, par exemple une 
iiospitalisation de longue duree, ou encore apres uri sejour en apesanteur. 

Parmi les troubles Ii6s a une resorption osseuse anormale , le plus 
commun est I'ost^oporose, dont la manifestation la plus frequence est 
observ6e chez les femmes, apr§s le debut de la menopause. L'ost6oporose 
est une maladie squelettique systemique caract6rls6e par une reduction de 
la masse osseuse et une d6t6rioration de la microarchitecture du tissu 
osseux, associees § une augmentation de la fnagllit6 de Tos et de sa 
susceptiblit§ § la fracture. 

II existe d'autres facteurs susceptlbles d'accroltre la perte osseuse 
conduisant § I'ost^oporose, telle que la consommatlon de cigarettes. Tabus 
d'alcool, tin mode de vie sedentaire, un faible apport en calcium, une 
alimentation d§s6quilibr6e ou encore une carence en vttamine D. 

Du fait que I'osteoporose, comme d'autres troubles associes ^ une 
perte osseuse, constitue un trouble chronique, sa prevention et son 
traltement doivent Stre envisages sur une longue duree. 

II est couramment admis qu'une prise en charge precoce doit etre 
prlvil^giee puisque les deux phases critiques pour le capital ossuex sent : 

- la periode de croissance permettant 1'acquisition de la masse osseuse 
maximale (pic de masse osseuse) ; 

- le vieillissement conditionnant la Vitesse de perte de la masse osseuse. 

La prevention de I'osteoporose ne doit done plus §tre restreinte ^ 
I'individu age. 

Par allleurs, chez I'homme ou I'anlmal, II exIste de nombreux etats 
caract6ris6s par la necessite d'accroTtre la formation osseuse. Par exemple, 
dans le cas de fractures osseuses. II est n^cessaire de stimuler la croissance 
osseuse afin d'acc§l6rer une reparation complete de I'os. Ce besoin est 
egalement present dans les maladies p6rlodontales, les maladies 
metastatiques de I'os, les maladies ost^lytiques et les etats dans lesquels 
on recherche une reparation du tissu conjonctif, par exemple pour la 
cicatrisation ou la regeneration des defauts ou des traumatismes du 
cartilage. On recherche egalement la stimulation d'une croissance osseuse 



dans le cas d'hyperparathyroVdisme primaire et secondaire, ainsi que dans 
Tosteoporose associ^e au diab§te et dans I'osteoporose assocl6e aux 
glucocorticoTdes. 

11 existe aujourd'hui de nombreux composes actifs sur ia stimulation de 
5 la fomnatlcn de I'os ou I'lnhibltion de la resorption osseuse, parml lesquels on 
peut citei la rarnille des composes polyphosphonates (brevet europ6en n"EP 
210 728). les oxazolidlnones thioamlde (demande de brevet US publlee sous 
le n*2002/0010341), les composes amino bis-phosphonates (demande de 
brevet US publide sous le n''2001/0046977), ou encore les composes 
10 isoflavones (demande de brevet US publics sous le n''2002/0035074). On a 
6galement propose rutillsation d'extrait d'une plante du genre Lycopersicon 
(demande de brevet US publtee sous le n°2002/0009510). 

Blen qu'll existe aujourd'hui une grande diversity de composes actifs 
pour stimuler la formation osseuse et/ou iniilber la resorption osseuse, il 
15 existe un besoln constant pour de nouveaux composes acfifs, notamment du 
fait du succes limite des traitements actuels. 

De plus, compte-tenu du caract^re chronique de certains §tats 
provoques par un desequllibre du metabolisme osseux, il existe un besoln 
pour de nouveaux composes actifs susceptibles de pouvoir etre utilises 
20 pendant une longue duree chez I'iiomme ou Tanimal, et susceptibles de se 
presenter sous la forme d'un apport nutrltlonnel, par exemple sous ia forme 
d'une composition nutritionnelie. 

SOMMAiRE DE INVENTION. 

25 

De mani^re surprenante, le demandeur a montre que rhesp^ridine, 
qui est un compose de la famille des flavonoTdes, est capable d'agir sur le 
metabolisme osseux en stimulant la formation de I'os et en infiibant la 
resorption osseuse. 

30 II est done foumi selon I'inventlon, une composition nutritionnelie et 

une composition pharmaceutlque a usage humain ou veterinalre 
comprenant, § titre de compos6 actif, le compose Iiesp6rldine ou I'un de ses 
dSriv^. 

L'invention est egalement relative a I'utilisation du compos§ 
35 hesperidine ou de I'un de ses derives pour la fabrication d'une composition 



destinee a stimuler la formation de Tos et/ou a inhiber la resorption osseuse 
Chez rhomme ou ranimal, en particulier le chien, le chat ou ie cheval. 

Selon un premier aspect, Tutilisation ci-dessus est caracterisee en ce 
que ladite composition est une cpmposition nutritionneile adaptee pour une 
5 administration orale. 

Selon un second aspect, {'utilisation ci-dessus est caracterisee en ce 
que ladite composition est une composition pharmaceutique pour une 
administration orale, parent§rale ou Intra-veineuse. 

10 DESCRIPTION PES FIGURES, 

La figure 1 iilustre le maintien d'une composition corporelle (% de 
masse grasse par rapport au polds corporel) 6quivalente entre les dlff^rents 
lots d'animaux, respectivement des animaux normaux (TSH), des animaux 

15 ovarlectomis6s (TOVX), des anrmaux normaux traltes par l'hesp§rldlne 
(HpSH) et des animaux ovariectomlses traltes par I'hesperidlne (HpOVX). En 
ordonn§es, |e pourcentage de masse grasse. 

La figure 2 iilustre I'augmentation de la densite femorale. 
metaphysaire chez les rats intacts ou ovariectomlses recevant le regime 

20 hesperidine, par comparaison a ceux soumis S une alimentation standard. En 
ordonnees, la densite osseuse, en g/cm^. 

La figure 3 iilustre la prevention, par Thesperldine, de I'augmentation 
de la resorption osseuse induite par rovariectomie, evaluee par la mesure de 
I'excretion urinaire de desoxypyridinoline- En ordonnees, mesure du rapport 

25 molaire desoxypyrldinole/creatinine dans I'urine. 

La figure 4 iilustre la stimulation de Tactivite osteoblastique (evaluee 
par la mesure des taux plasmatiques d'osteocalclne) chez les rates trait6es 
par rapport aux animaux tembins. En ordonnees, taux plasmatlque 
d'osteocalcine, exprime en mg/l. 

30 La figure 5 iilustre la cinetlque de la diff6rentiatlon osteoblastique 

(augmentation de Tactivit^ de la phosphatase alcaline) stimul6e par 
Thesperetine a 10 et SOpM sur les cellules hPOB-tert a passage 31, En 
ordonnees, Tactivite de la phosphatase alcaline est exprimee en \iM de 
paranitrophenol/heure/mg de prot6lnes. En abscisses, le temps est exprime 

35 en jours. 



La figure 6 illustre la stimulation de I'accumulation calcique dans les 
cellules hPOB-tert (a passage 31) par l*hesperitine ( a 50pM), apr§s 21 jours 
d'incubation. En ordonnees, mesure du rapport calcium Ca^7protelnes, 
exprimee en pgCa**/mg proteines. 

5 

DESCRIPT I ON DETAI LL EE D E L1NVENTION, 

11 est fourni selon Tinvention, une composition nutritionnelle et une 

composition pharmaceutique ^ usage humain ou veterinaire destinees a 
10 stimuler la formation de I'os et/ou a inhiber la resorption osseuse chez 

rhomme ou Tanimal et comprenant, & titre de compose actif, le compose 

hespSridine ou Tun de ses derives. 

L'hesperidine est un compose glucoslde naturel retrouve 

prlnclpalement dans les agrumes, c'est-a-dire les fruits du genre Citrus. 
15 Uhesp§rldlne est presente majorltairement dans la peau des agrumes mals 

est egalement retrouvee en grandes quantltes dans la puipe et done le Jus 

des agrumes, y compris les oranges et les citrons. 

L'hesperidlne est un compos6 glucosyle comprenant un noyau 

flavanone d'hesp§ritlne (3',5\5-trihydroxy-4'-m6thoxyflavanone) auquel est 
20 llee de maniere covalente une partie glucosldique de rutinose L-rhamnosyl- 

(a 1->6)-glucose) fixee sur le groupe hydroxyle present sur le carbone en 

position 7 de Thesperltine. 

Le compose hesperidine est un compose de la famille des flavonoTdes 

qui est utilise couramment en association avec la vitamine C, afin de 
25 potentialiser i'activite biologique de la vitamine C, notamment en reduisant la 

denaturation de la vitamine C par oxydation. Dans cette application, 

Thesperidine est proposee comme agent auxiliaire dans le traitement de 

pathologies cardio-vasculaires, notamment de Thypertenslon et des 

hemorragies, 

30 L'hesperidine a egalement ete decrlte comme agent chondro- 

protecteur, du fait de sa capaclte a inhiber la destruction de la matrice des 
chondrocytes derives du cartilage (demande de brevet n'^EP 633 022). 

Uhesperidine a egalement ete proposee dans Tetat de la technique 
comme agent pour prevenlr la pigmentation de la peau (demande de brevet 

35 allemand n**DE 19742 025), comme agent inhibiteur de la HMG-CoA 



reductase (brevet US N''5,763,414) ou de I'acyl CoA-cholest6rol-0-acyl 
transferase (demande PCT N*WO 99/21.549) ou encore de I'agregatlon 
plaquettaire (demande de brevet cor§en n'KR 276 979). 

De manlere surprenante. il a ete montre selon I'inventlon que 
5 I'hesperidine stimule la formation de I'os et inhlbe la resorption osseuse. 

Comme cela est illustre par les exemples, i'liesperldine Induit une 
augmentation de la denslte du tissu osseux metaphysaire (os trabeculaire) et 
de la denslte de I'os diaphysaire (os cortical), Indulsant alnsi une amelioration 
de la mineralisation osseuse. 
10 L'hesp§ridine stimule 6galement faccretion osseuse comme en 

temoigne la forte augmentation des taux plasmatiques d'ost§ocalcine 
observes chez les animaux ayant regu une alimentation supplement6e en ce 
compose. 

11 a egalement §t§ nriontre que I'hesperidine provoque un arr§t de^;. 
15 multiplication des cellules pr^curseurs des ost6oblastes alnsi que leur^i- 

differenclation en ostSoblastes matures, comme cela est visualise par.^f 

I'Induction d'une augmentation de I'^ctivite de la phosphatase alcaline. De^;; 

meme, I'hesperidine induit une augmentation de I'accumulation du calcium.^ 

dans les bsteoblastes. h- 
20 De plus, Thesperidine inhibe la resorption osseuse chez des rats;;^ 

ovariectomises, qui est le module experimental animal de reference mimant^ 

I'osteoporose humaine. 

Ces deux activites conjointes de I'hesperidine, respectivement de 

formation de I'os et d'inhibition de la resorption osseuse, lui conferent une 
25 grande utilite en tant que compose actif chez I'homme ou I'animal pour 

maintenir ou retablir I'equilibre du metabolisme osseux, c'est-&-dire : 

- soit maintenir constante au cours du temps, avec l'§ge, les activites 

des cellules osteoblastiques et osteoclastlques et alnsi prevenir des troubles 

du metabolisme osseux ; 
30 - soit remedier a un desequilibre du metabolisme osseux, par exemple 

dans des troubles comme I'osteoporose, ou encore stimuler la regeneration 

osseuse, par exemple en cas de f§lure ou fracture de I'os. 

La presente invention a done pour objet rutilisation du compose 

hesperidine ou de I'un de ses derives pour la fabrication d'une composition 
35 apte ^ maintenir ou S retablir I'equilibre du metabolisme osseux chez 



rhomme ou ranlmal, en stimulant la formation de Tos et/ou en inhibant la 
resorption osseuse. 

Par hesperidlne, on entend le compost (S)-7"[[6-0-{6-deoxy-a-L- 
mannopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl]oxy]-2,3-dlhydro-5-hydroxy-2-(3- 
5 hydroxy-4-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one. 

composes suivants : 

- le compose hesp§r6tlne, constitue du noyau flavanone non glycosyle 
de Thesperldine, qui a la formula sulvante : (S)-2,3-dihydro-5,7-dihydroxy-2- 

10 (3-hydroxy-4-m6thoxyphenyl)-4H-1 -benzopyran-4-one ;3',5,7-trihydroxy -4 - 

methoxyflavanone ; 

-ra-glucosyl-hesperidlne, qui comporte une chaTne de 1 a 20 r^sidus 

de glucose lies entre eux par une liaison 1,4, la chaTne de residus glucose 

etant liee elle-meme par une liaison de type 1,4 en position 4 du residu 
15 glucose de Thesperidine ; ces d6rlv6s de Thesp^ridine et leur proc6d§ de 

preparation sont d6crits notamment dans la demande de brevet N^'EP 0 825 

196 et dans le brevet US N°6.048,712 ; 

- les composes methyl-hesperidine, notamment le compose 3'*- 
methyl-7-(rhamnosyl-2-methyl-glucosyl)hesperid!ne et le compose 3'*- 

20 methylhesperidine, ces composes, ainsi que leur precede de preparation 
etant decrits dans le brevet US N°858,784) ; 

- les conjugues d'hesperetlne et de sulfate ou de glucuronide, qui sont 
retrouves, avec Thesperetine, comme produits de la metabollsation de 
Thesperidlne dans la circulation sanguine. 

25 Par « stimulation de la formation de Tos », on entend, selon Tinvention, 

la capacite de Thesperidine ou de Tun de ses derives a stimuler Tactivite des 
osteoblastes et favoriser ainsi la synthese de la trame proteique de Tos et le 
depot des mineraux, surtout du calcium, sur cette trame proteique, c'est-a- 
dire a stimuler la mineralisation de Tos, encore appelee accretion osseuse. 

30 Pour verifier que Tapport en hesp6ridine a un homme ou un animal, en 

particulier un mammifere, stimule la formation de Tos, Thomme du metier 
pourra notamment avoir recours a des mesures conventionnelles de 
densltometrie et verifier que Tapport d'hesperidine ou de Tun de ses derives, 
§ une dose donn^e, Induit un accroissement de la density osseuse. 



L'homme du metier peut egalement avoir recours a I'un quelconque 
des autres tests egalement decrits dans les exemples, telles que la mesure 
resistance de I'os ^ la rupture ou encore § la mesure de I'activite de la 
phosphatase alcaline et la mesure de i'accumulatlon du calcium dans des 
5 cellules ost^oblastes. 

Par « inhibition de la resorption osseuse », oh entend selon I'lnventlon, 
une inhibition de I'activite de destruction du tissu osseux par les -cellules 
ost^odastes. Pour verifier que I'apport d'hesp6ridine ou de I'un de ses 
derive, chez l'homme ou ranimal, inhibe la resorption osseuse, l'homme du 

10 metier peut mesurer I'excretion urinaire de d6soxypyridinoIine, comme decrit 
dans les exemples, une diminution de I'expresslon de la desoxypyridinoline 
etant le reflet d'une inhibition de la resorption osseuse. 

L'apport d'hesperidine ou de I'un de ses derives a un organisme 
animal induit simultanement une stimulation de la formation de I'os et une^j 

15 Inhibition de la resorption osseuse, I'accroissement global de la.^ 
mineralisation osseuse, et done de la densite de I'os, etant le resultat de;ii 
i'induction de ces deux mecanismes. 

Pour determiner si un sujet presente un etat de masse osseus% 
reduite, et necessite en consequence un apport d'hesperidine ou de I'un deif. 

20 ses derives, l'homme du metier pourra se referer notamment au rapport de ;^ 
{'Organisation Mondiale de la Sante (OMS) de 1994 intitule « Assessment of ; 
fracture risk and its application to screening for post-menopausai / 
osteoporosis « WHO Technical Series-843). 

Une composition nutritionnelle ou une composition tiierapeutique 

25 contenant de I'hesperidine ou I'un de ses derives comme compose actif est 
destinee tout d'abord S la prevention de la perte osseuse due S un 
desequllibre dans le remodelage du tissu osseux, chez l'homme ou I'animal, 
en particulier chez un marhmifere non humalh, notamment un mammlfere 
domestique comme le chien ou le chat, ou encore un cheval, en particulier 

30 un pur-sang. 

Une composition telle que deHnie ci-dessus est egalement destinee S 
favorlser la croissance osseuse chez les indivldus jeunes afin d'obtenir des 
individus possedant une grande densite osseuse et, si possible, 
concomitamment un pic de masse osseuse eiev6. En particulier, une 

35 composition selon I'invention est utile pendant la phase de croissance de 
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I'homme ainsi que des autres mammlferes, notamment des chiens de 
grandes races ou a pedigree, ou encore les chevaux de course. 

La composition contenant de Thesperidine ou Tun de ses derives est 
aussi destinee aux indlvldus presentant des symptomes de d6ficft osseux, ou 
5 susceptlbles de souffrir de deficit osseux, c'est-a-dire d'un des6quilibre du 

rapport entre la formation de I 'os et la resorption os s eu s e lequel, s ' il s e- 

poursuit, induit une diminution de la masse osseuse. Une composition selon 
rinvention est egalement destin6e aux individus presentant des symptomes 
de deficit osseux resultant d'une fracture, d'une Intervention chirurgicale ou 

10 encore d'une maladie dentalre. 

En particulier, une composition nutritionnelle ou pharmaceutique a 
destination humalne ou v§t§rinaire selon {'invention est utile dans le 
traitement de pathologies telles que I'osteoporose, la maladie de Paget, la 
perte osseuse ou Tost^olyse observee a proximlte d'une prothese, ies 

15 maladies de Tos metastatique, Thpercalcemie due a un cancer, Ies myelomes 
multiples, les maladies periodontales ou encore rosteoarthrite. 

La composition selon Tinvention peut se presenter sous ia forme d'une 
composition nutritionnelle ou encore sous la forme d'une composition 
pharmaceutique, comme cela est decrit ci-apres. 

20 I! a egalement ete montre selon I'invention que Thesperidine induit 

I'arret de la multiplication et provoque la differenciation des cellules 
osteoblastes sans necessiter la presence d'agents auxiliaires tels que des 
facteurs de differenciation osteoblastiques comme la vitamine D3 et la 
dexamethasone, au contraire de nombreux composes anti-osteoporose 

25 decrits dans i'etat de la technique. Cette observation experimentale souligne 
rinter§t de rhesp6ridine et de ses d6rlv§s pour stimuler la formation de I'os et 
inhiber la resorption osseuse, pulsque ces composes sent biologiquement 
actifs utilises seuls et ne necessitent pas en consequence d'§tre apport6s ^ 
Torganisme sous la forme d'une association de I'hesperidine ou de I'un de 

30 ses derives avec un autre compose telle qu'une vitamine. 

De plus, le fait que l'hesp§ridine induise une augmentation non 
seulement de la densite de I'os trabeculaire, mais egalement de ia density de 
I'os cortical demontre le haut niveau d'activlte biologique de cette molecule. 
En effet, I'os trabeculaire, qui forme la t§te de I'os et qui est fortement 

35 vascularise, est le lieu privilegl§ des echanges de calcium entre I'os et la 




circulation sanguine, alors que I'os cortical, qui forme le corps droit de I'os et 
qui est tres peu vascularise, est beaucoup moins susceptible d'etre affecte 
rapidement de changenfient dans sa mineralisation. 

5 Compositions nutritlohneiles contenant de I'hesperidin e ou i'un de ses 
derives. 

Comme cela a deja ete mentionn^ cl-dessus, de nombreux troubles 
lies S un d6s6qulllbre du m§tabollsme osseux, telle que Tost^oporose, 

10 6voluent progresslvement sur une longue p6riode de temps et n^cessltent 
des traitements chroniques. Leur prevention ou leur traitement peut done §tre 
realise grace S un apport regulier d'liesp6ridine ou de I'un de ses derives, 
pr6f6rentlellement sous la forme d'une composition nutritionnelle. 

De m§me, un apport nutritionnel regulier d'hesperidine a des individus,,. 

15 jeunes en croissance, liommes ou animaux, est de nature a permettreje 
I'obtention d'une grande densite osseuse et un pic de masse osseuse eieve,V 
par stimulation de ia formation de I'os, lorsque ces Indivldus atteignent I'age^i 

adulte. 4 
Egalement, un apport nutritionnel regulier d'hesperidine est utile poui: 
20 prevenir la perte osseuse qui se produit avec le vieillissement. ::f 
L'invention a aussi pour objet une composition nutritionnelle poui^;. 

stimuler la formation de I'os et/ou inhiber la resorption osseuse, caracterise©^ 

en ce qu'elle comprend, a litre de compose nutritionnel acfrf, le compose 

hesperidine ou I'un de ses derives. 
25 Par « composition nutritionnelle », on entend selon l'invention, une 

composition contenant de I'hesperidine ou I'un de ses derives et constituant 

une composition allmentaire ou encore un supplement alimentaire ne 

possedant pas les caracteristlques d'un medicament. 

Les differentes utilisations du compose hesperidine ou de I'un de ses 
30 derives pour la fabrication d'une composition nutritionnelle seront defitiies ci- 

apres en relation avec les caracteristlques techniques de ladite composition 

nutritionnelle. 

Une composition nutritionnelle selon l'invention est preferentiellement 
adaptee pour une administration orale. 




Selon un premier aspect, une composition nutritionnelle selon 
rinventlon est un aliment dietetique utilise pour le maintien d'une bonne 
sante de Thomme ou Tanimal qui Tingere. Une telle composition nutritionnelle 
est egalement communement designee « aliment fonctlonnel », lequel est 
5 destine a etre consomme, soit comme partie int6grante du regime 

attme n t aire, soit comme suppl em ent al i me ntatfe, mais dont le contenu en 

hesperidlne ou en Tun de ses derives implique un role physiologique allant 
au-dela de ia fourniture des besoins nutritifs de base. 

Selon un premier aspect, ladite composition nutritionnelle est destinde 
10 S stimuler la formation de Yos chez les individus jeunes en phase de 
croissance. 

Selon un second aspect, ladite composition nutritionnelle est destlnee 
a prevenir la perte osseuse qui se produit avec le viellllssement. 

Selon un trolsi^me aspect, que ladite composition nutritionnelle est 
15 destin^e a prevenir ou trailer des troubles lies d un desequilibre du rapport 
entre la formation de Tos et la resorption osseuse. 

Selon un quatrieme aspect, ladite composition nutritionnelle est 
destinee a trailer un deficit osseux resultant d'une fracture. 

Selon encore un autre aspect, que ladite composition nutritionnelle est 
20 destinee a prevenir ou a traiter des pathologies choisies parmi Tosteoporose, 
la maladie de Paget, la perte osseuse ou Tosteolyse observee a proximite 
d'une prothese, les maladies de I'os metastatique, rhypercalcemie due a un 
cancer, les myelomes multiples, les maladies periodontales ou rosteoarthrite. 
Une composition nutritionnelle selon Tinvention, caracterisee en ce 
25 qu'elle comprend le compose hesperidlne ou Tun de ses derives, en tant que 
compose actif, peut se presenter sous une grande diversite de formes de 
compositions allmentaires et de boissons, y compris des jus, 
preferentiellement des Jus de fruits, des yaourts, des glaces, des fromages, 
des produits cults tels que le pain, les biscuits et les gdteaux, des produits 
30 laitiers, des desserts, des produits de confiserie, des barres de cereales, des 
cereales pour le petit dejeuner, des produits d'assaisonnement des aliments 
(notamment epices et sauces), salades de fruits, compotes de fruits, etc.. 

Une composition nutritionnelle selon invention, caracterisee en ce 
qu'elle comprend le compose hesperidlne ou Tun de ses derives, en tant que 
35 compost actif, peut aussi se presenter sous la forme d'une grande diversite 




compose actif, peut aussi se presenter sous la forme d'une grande diversite 
de produits destines a I'alimentatlon animals, en particulier pour le chien ou 
le chat, qu'ils solent sous forme humide, sous forme semi-humide ou sous 
forme s§che , notamment sous la forme de croquettes. 

Comme cela a ete decrit pr6cedemment, I'hesperidirie est un compost 
retrouv6 naturellement dans les agrumes du genre Citrus, en particulier dans 
les oranges et les citrons, ce compose 6tant contenu majoritalrement dans la 
peau des fruits, mais egalement retrouv6 en quantit§s signlflcatlves dans la 
pulpe, comme cela est d6crit notamment par MANSELL et a!.. (MANSELL R L 
et al., 1983. J. Agric. Food Chem., vol.31 :1 56-1 62), ROUSEFF et al. 
(ROUSEFF R L et al., 1987. J. Agric. Food Chem, vol.35:1 027-1030) ou 
encore GIL-IZQUIERDO et al. (GIL-IZQUIERDO A et al., 2001. J. Agric. 
Food Chem. , vol.49: 1035-1041). 

Selon un premier aspect, une cpmposltlon nutritlonnell% selon 
rinvention peut se presenter sous la forme d'un jus d'agrume, en particulier 
un jus d'orange ou un Jus de citron, le cas 6ch6ant sous la foFrrie; d'un 
concentre de jus d'agrume. 

~ -S^lCTi -an~seccfnd~~aisp'ect; -une" composition- -nutritionnellf ~seIon 

I'Invention peut consister en une composition alimentaire enrichie er^j>agrume 
ou en extrait d'agrume, en particulier d'orange ou de citron. H- 

Selon un troisi§me aspect, une composition nutritionnellg selon 
I'invention se presente sous la fonne de tout produit, en particulier toute 
boisson, aromatisee avecdes zestes d'agrume, du jus d'agrume, de la pulpe 
d'agmme ou tout autre extrait d'agrume, y comprls I'orange et le citron, 

Ainsi, une composition nutritionnelle selon I'Invention, qui se pr6sente 
sous une forme liquide ou sous une forme solide, notamment sous la forme 
d'une poudre, peut consister en un produit d'extracHon obtenu ^ partir de la 
peau ou de la pulpe d'un agrume, ou encore comprendre un produit 
d'extractlon obtenu k partir de la peau ou de la pulpe d'un agrume. 

Notamment, une composition nutritionnelle selon I'invention se 
pr§sente sous la forme d'une boisson, par exemple de I'eau minerale, ^ 
laquelle a 6t§ ajout^e un extrait de la peau ou de la pulpe d'un agrume, y 
compris d'une orange ou d'un citron. 

Selon encore un autre aspect, le produit d'extractlon peut §tre 
Initialement enrich! en hesperidlne si I'on met en oeuvre un precede 
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d'extraction specialement adapts pour atteindre un tel objectif, tel que le 
proced§ decrit dans la demande de brevet japonais N^JP 8 188 593, dans 
lequel le produit de pressage des fruits du genre Citrus est ajuste a pH 11,5 - 
12,5 puis le llquide obtenu apres pressage et ajustement du pH est 
centrifuge, avant un second ajustement du pH a pH 5-5,5 puis un chauffage 

c t uno d c rnier e § tap e de ce n trifugation prealable a la recuperation du produit 

enrlchi en hisperldine. Un autre proc6de d'extraction susceptible d'etre 
utilise pour Tobtentlon d'un extralt enrichl en hesperldine est celul decrit dans 
la demande de brevet britannlque n°GB 486.898. 

Pour I'obtention d'un produit d'extraction enrichl en hesp§rldlne, a 
parllr d'agrumes, et plus sp§clfiquement a partir d'orange ou de citron, 
I'homme du mdtler pourra aussf avantageusement se referer aux precedes 
d6crits respectivement dans le brevet US N°2,400,693 et US 2,442.110. 

Selon un autre aspect, dans une composition nutritionnelle selon 
rinventlon, I'hesperldlne ou I'un de see derives produit par synthese 
chlmlque. 

De preference, une composition nutritionnelle selon I'lnventlon 
'COfftprend UTTe"qaantt^de compost hesperitilne ou de Pun -de ses-d§rlv6s — - 
adaptee a une administration orale quotldlenne comprise entre 0,01 mg et 
500 mg. 

Pour une consommatlon chez I'homme, une composition nutritionnelle 
selon rinventlon comprend une quantite de compost actif adaptee a un 
apport quotidien en hesp§ridine ou en I'un de ses derives, fourni par ladlte 
composition, comprise entre 0,01 mg et 500 mg, de preference entre 0,1 mg 
et 500 mg et de manlere tout a fait pref§ree entre 1 mg et 500 mg. 

Pour une consommatlon par un animal, specifiquement un mammif^re 
non humain, y compris le chien, le chat ou le cheval, une composition 
nutritionnelle selon I'lnventlon est adaptee a une administration quotidienne 
de compose actif, fournie par ladite composition, comprise entre 1 mg et 500 
mg, de preference 10 mg et 500 mg d'hesp6ridine ou I'un de ses derives. 

A titre illustratif, une eau minerale supplementee en hesperldine ou 
I'un de ses d6riv6s contiendra de 0,01 a 500 mg de composes actifs par litre, 
en estlmant la consommatlon humalne moyenne quotidienne d'eau min§rale 
comme etant d'envlron 1 litre. 
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Selon encore un autre aspect, la composition nutritionnelle ci-dessus 
peut comprendre d'autres composes nutritionnels, en combinaison avec 
I'hesperidine ou I'un de ses derives. 

Ainsi. la composition nutritionnelle seion invention peut 6galement 
comprendre une source de calcium, par example sous la forme d'un 
compose organique ou Inorganique physiologiquerrient acceptable, tels que 
des sels de calcium Inorganique (chlorure de calcium, phosphate de calcium, 
sulfate de calcium, oxyde de calcium, hydroxyde de calcium ou carbonate de 
calcium) ou des composants organfques contenant du calcium telle que la 
poudre de lait ecr6m6, le cas§lnate de calcium ou encore des sels 
organlques de calcium (citrate de calcium, mal§ate de calcium ou leurs 
m6langes). 

La quantity de calcium contenue dans une composition nutritionnelle 
selon I'Inventlon est adaptee pour une administration quotidienne, fourple par 
ladlte composition, comprise entre 100 mg et 1000 mg, de pr^f^rencf. entre 
200 mg et 700 mg et de mani^re tout i fait prefer6e entre 300 mg et 600 mg 

de calcium. ' iv . 

Une" "comp-osltlon - natritroTinelle—selon i'inventlon- peut- eg^lement 

comprendre des vitamlnes, telle que la vitamine A, la vitamine D, la yKamlne 
E, la vitamine K, la vitamine C, I'acide follque. la thiamine, la ribofiavine, la 
vitamine Be, la vitamine B12, la niacine, la biotlne ou encore,,, I'acide 
pantothenique. 

Une composition nutritionnelle selon invention peut egalement 
comprendre des elements min§raux et des elements trace tels que le 
sodium, le potassium, le phosphore, le magnesium, le cuivre, le zinc, le fer, 
le selenium, le chrome et le molybdene. 

Elle peut 6galement comprendre des fibres solubles telles que I'agar- 
agar, un alginate, du caroube, du can-agheenan , de la gomme arablque, de 
la gomme de guar, de la gomme de karaya, de la pectlne ou de la gomme 
xanthane, ces fibres solubles 6tant sous une fonne hydrolys6e ou non 
hydrolys6e. 

Elle peut aussi comprendre des composes source d'energle, 
notamment une ou plusleurs sources d'hydrates de carbone choisis panni les 
maltodextrines, I'amidon, le lactose, le glucose, le sucrose, le fmctose, le 
xylitol et le sorbitol. 



En outre, une composition nutritionnelle selon Tinvention peut 
egalement comprendre des aromes naturels ou artificiels, par exemple des 
aromes de fruits comme la banane, I'orange, la peche, Tananas ou la 
framboise, ou d'autres aromes vegetaux comme la vanilla, le cacao, le cafe, 
5 etc.. 

Comme cela a dej^ ele mentionne precedemment, une composition 

destinee a stimuler la formation de Tos ou a Inhiber la resorption osseuse 
selon rinvention peut aussi etre presentee sous la forme d'une composition 
pharmaceutique, comme d6crit ci-dessous. 

10 

Compositions pharmaceutiques humaines ou veterinaires selon 
linvention, 

LMnvention a Egalement pour objet une composition pharmaceutique 
15 humaine ou veterinaire pour stimuler la formation de I'os et/ou pour inhiber la 
resorption osseuse, caracteris6e en ce qu'elle comprend, a litre de prIncipe 
actif, le compose hesp§ridine ou Tun de ses derives. 

"" •'En"par1iCDli"eT,"rinvention''concerne"r — - 

Tun de ces derives pour fa fabrication d'une composition pharmaceutique d 
20 usage humain ou veterinaire pour la prevention ou le traitement d'une 
pathologle liee a un desequilibre du metabollsme osseux, c'est-^-dire une 
composition pharmaceutique apte a stimuler la formation de Tos et/ou a 
inhiber la resorption osseuse. 

Les utilisations de Thesperidine pour la fabrication d'une composition 
25 pharmaceutique seront decrites en relation avec les caracteristiques 
techniques de ladite composition pharmaceutique ci-apres. 

Une composition pharmaceutique selon I'invention comprend, en tant 
que principe actif, Thesperidine ou Tun de ses derives, en une quantite 
adaptee pour stimuler la formation de I'os ou inhiber la resorption osseuse 
30 Chez des fndivldus necessltant un tel traitement 

Selon un premier aspect, une composition pharmaceutique selon 
rinvention est utile pour stiniuler la formation de I'os chez les individus 
jeunes, homme ou animaux, en phase de crolssance, afin d'augmenter la 
densite osseuse atteinte au debut de r§ge aduite et accroitre ia masse 
35 osseuse maximale (pic de masse osseuse) au debut de TSge aduite. 
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Selon un second aspect, una composition pharmaceutique humaine 
ou veterinaire selon invention est utile pour pr^venlr la perte osseuse qui se 
produit avec I'age, au cours du vielllissement. 

Selon un troisieme aspect, une composition pharmaceutique humaine 
ou v§t6rinaire selon {'invention est utile pour pr§ven!r ou traiter des troubles 
ou des pathologies lies a un desequllibre du rapport entre la fomnation de 
rose et la resorption osseuse. 

Selon un quatridme aspect, une composition phamiaceutique humaine 
ou v6t§rinalre selon I'invention est utile pour traiter un deficit osseux resultant 
d'une fracture. 

Selon un cinquleme aspect, une composition phamnaceutlque S 
destination humaine ou veterinaire selon I'invention est utile dans le 
traitement de pathologies li6es ^ un des6quilibre du remodelage osseux, 
telles que I'osteoporose, la maladle de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse 
observ6e § proxlmlt6 d'une prothdse, les maladies de I'os m6t^s|atique, 
I'hypercalcemie due a un cancer, les myelomes multiples, les i|jaladies 
periodontales ou encore I'osteoarthrite. 

II peut s'agir d'une . composition phannaceutique humiine ou 
veterinaire, en particulier pour le chien ou le chat, ou encore le ch^eval, en 
particulier un pur-sang. ;y 

La composition pharmaceutique selon I'invention se pr^seipte sous 
une forme pour radminlstration orale, parenteral ou intra-veineuse. 

Dans sa forme destinee a radminlstration humaine, une composition 
pharmaceutique selon I'invention comprend avantageusement, une quantity 
d'hesp§ridine ou de I'un de ses d§riv6s adapt§e pour une administration 
quotidienne du compose actif, fournle par ladlte composition, comprise entre 
0,01 mg et 500 mg. 

Sous sa forme destln6e a une adminlstrgtlon chez I'anlmal, 
particulierement un mammifere domestique tel que le chlen ou le chat, une 
composition pharmaceutique selon I'invention comprend une quantite 
d'hesperidlne ou de I'un de ses derives adapt^e ^ une administration 
quotidienne du compose acHf, foumi par ladlte composition, comprise entre 1 
mg et 500 mg. 

Une composition pharmaceutique selon I'invention comprend 
rhesp§rldlne ou I'un de ses derives en association avec au molns un 



excipient choisi dans le groupe constitue par les excipients 
pharmaceutiquement acceptables. 

Des techniques de preparation de compositions pharmaceutiques 
selon Tinvention peuvent etre alsement retrouvees par rhomme du metier, 
5 par exemple dans I'ouvrage Remmingston's Pharmaceutical Sciences, Mid. 

P ublishing Co, Easton, PA, USA. 

Des adjuvants, des vehicules et des excipients physiologlquement 
acceptables sont aussi decrits dans I'ouvrage intitule "Handbook of 
Pharmaceutical Excipients, Seconde edition, American Pharmaceutical 
10 Association, 1994. 

Pour formuler une composition pharmaceutique selon Tinventlon, 
rhomme du metier pourra avantageusement se ref6rer a la demfere Edition 
de la Pharmacop6e Europ§enne ou de la Pharmacopee des Etats-Unis 
d'Am6rique (USP). 

15 Uhomme du metier pourra notamment avantageusement se referer S 

la quatrieme edition « 2002 » de la Pharmacopee Europeenne, ou encore a 
I'edltion USP 25-NF 20 de la Pharmacopee Americaine (U.S. 
Pharmacopeia). 

Avantageusement, une composition pharmaceutique telle que definie 
20 cl-dessus est adaptee pour une administration orale, parenterale ou 
Intravelneuse, 

Lorsque la composition pharmaceutique seion Tinvention comprend au 
moins un excipient pharmaceutique ou physiologiquement acceptable, il 
s'agit en particulier d'un excipient approprie pour une administration de la 

25 composition par voie orale ou d'un excipient approprie pour une 
administration de la composition par voie parenterale. 

L'invention concerne aussi une methode pour prevenir ou traiter un 
trouble lie a un desequillbre du metabolisme osseux, en particulier un trouble 
assocle a une perte de la masse osseuse, ladite m6thode comprenant une 

30 §tape au cours de laquelle on administre aux patients une quantite 
therapeutiquement efficace d'hesperidine ou de Tun de ses d6riv6s ou 
encore d'une composition pharmaceutique contenant rhesperldine ou Tun de 
ses derives. 



Une composition pharmaceutlque comprenant de rhesp§ridine ou I'un 
de ses d^riv^s selon I'invention se presents inditferemment sous une forme 
solide ou sous une forme liquide. 

Pour une administration orale, on preferera une composition 
5 pharmaceutique solide, sous la forme de comprimes, de capsules ou de 
. geluies. 

Sous la forme liquide, on pr6f6rera une composition pharmaceutique 
sous la forme d'une suspension aqueuse ou d'une suspension non aqueuse, 
ou encore sous la forme d'une 6mulsion eau-dans-hulle ou hulle-dans-eau. 

10 Des formes pharmaceutiques solides peuvent comprendre, en tant 

que v6hlcules, adjuvants ou exciplents, au molns un agent dlluant, un ardme, 
un agent solubilisant, un agent lubriflant, un agent de suspension, un agent 
llant, un agent d6sint6grant et un agent d'encapsulation. 

De tels composes sont par exemple le carbonate de magn^sjum, le 

15 st§ar'ate de magnesium, le talc, le lactose, la pectine, la dextrine, I'anriidon, la 
gelatine, des mat§riaux cellulosiques, du beurre de cacao, etc. 4 

Les compositions sous forme liquide peuvent comprendre 6gal;ement 
de I'eau, le cas echeant en melange avec du propylene glycol .iou du 
polyethylene glycol, et eventuellement aussi des agents de coloratifp, des 

20 arQmes, des stabilisants et des agents §paississants. 

Pour la fabrication d'une composition pharmaceutiquei; selon 
I'invention, l'hesp§ridine ou I'un de ses derives peut §tre pi-^paree 
conformement a I'enseignement des diff6rents documents de brevets cites 
prec^demment dans la description. 

25 De preference, on utilisera, comme source d'hesp6ridine, un prddult 

de grade pharmaceutique contenant I'hesp6rldlne sous une fornie pure, ou 
pi-atiquement pure, telle que Thesp^ridine commerclallsee par la Societ§ 
NINGBO LIWAH PHARMACEUTICAL Co Ltd., appartenant au groupe 
SANJIU ENTREPRISE GROUP, qui comprend 95% en poids d'hesp^ridine 

30 dans I'ac^tate d'6thyle. 

L'inventlon est en outre illustr^e , sans pour autant §tre limit^e, par les 
exemples suivants. 



# 20 # 



Exemple 1 : Effet de rhesperidine sur le metabolisme osseux chez la 
rate ovariectomisee. 

5 Uobjectif de cette experimentation etait de tester I'impact de 

Thesperetine sur le m6tabollsme osseux de la rate ovariectomisee (OVX) par 
comparaison a celui de rates temoins pseudo-operees (SH). Uhesperetine 
est une flavanone dont la forme giycosyl^e (hesperidine) est speciflque des 
agrumes, et plus partlcullerement de i'orange. Ce flavonoTde n'est pas 
10 present dans les autres produits vegetaux. C'est sous forme d'hesp§rldine 
que les regimes exp6rimentaux ont ete supplementes. 

A, MATERIEL ET METHODES 

15 Afin d'etudier T 6'ventuel impact de cette molecule sur le tissu osseux, 

40 rates Wistar agees de 3 mois (266 ± 2 g) ont ete utilisees. Ces animaux 
ont ete adaptes a un regime semi-synthetique de base pendant les 7 jours 
precedent le debut de la periode experimentale- A JO, 20 rates ont ete 
pseudo-operees, les 20 autres ovariectomisees. Reparties en lots de 10, 

20 elles ont ete soumises a divers regimes allmentaires, pendant 3 mois a Tissu 
desquels elles ont ete sacrifiees. La derniere semaine avant i'abattage, de 
J85 a J90, les rates ont ete mises en bilan et Turlne a ete prelevee (sur une 
periode de 24 lieures). De m§me, la composition corporelle des rates a et6 
mesuree. A Tabattage, le plasma et les femurs ont ete preleves pour 

25 differentes analyses [F6murs : resistance ^ la rupture, densitometrie ; 
Plasma : osteocalcln§mie (marqueur de ractivlt6 ost^oblastique), taux 
d'hesp6retine ; Urine : d6soxypyridinoIine (marqueur de la resorption 
osseuse)]. Pendant toute la duree de Texperimentation, les rates etaient 
pesees une fois par semaine. La quantlte journallere d'aliment distribuee a 

30 chaque animal etalt de 20g. 



Re partition des lots 

10 rSH et 10 TOVX : rates pseudo-operees ou ovariectomlsees recevant 
un regime temoln standard pendant 3 mols. 

5 10 Hp SH et 10 Hp OVX : rates pseudo-op6r(§es ou ovariectomls6es 

recevant un regime t6moln standard suppl6mente en hesperidine (0,5%) 
pendant 3 mois. 

10 B. RESULTATS 

B.1 Evolution ponderate et composition comorelle 

Les r^sultats sont presentes figure 1. Les valeurs sont exprimees eri 
Moyennes ± SEM. Les rates ont presents une Evolution ponderale classique. 

15 Blen qu'en fin de p6rlode exp6rimenta!e le poids corporel (g) des animaux 
OVX 6talt signiflcativement sup6rieur par comparalson aux pseudofbperees 
[T SH : 326.6 ± 9.4 ; 7 OVX : 363.3 ± 7 ; Hp SH : 335.4 ± 15.4 ; /f) OVX : 
406.3 ± 12.7], aucune difference significative concemant la con^position 
corporelle (% masse grasse par rapport au poids corporel totalf n'a 6t§ 

20 observ^e entre les lots. 

B.2 Poids uterin 

Le poids uterin a ete evalue, afin de valider la castration. 
L'ovarlectomie a effectivement induit une atrophie de cet organe (mg), par 
25 comparaison aux SH (p<0.01). Ce parametre n'ayant pas ete modifi6 par la 
consommation d'hesperidine, cette molecule semble done etre d^pourvue 
d'effet ut6rotrophique. 




Tableau 1 



rsH 


rovx 


Hp SH 


HpOVX 


1031.9 ±82.3 


139.6 ± 10.2** 


659.4 ± 8.96 


238.6 ± 2.23** 



B,3 Biomecanique femorale 
5 Le diametre et la longueur (mm) des femurs n'ont pas ete modifies 
signlficativement par le traitement. 



Tableau 2 : Resistance femorale a la rupture : 



rsH 


rovx 


Hp SH 


HpOVX 


109.5 ±3.3 


102.2 ±2.9 


106.3 ±5.3 


112.4 + 3.4 



10 Bien que rovariectomie n'ait pas signlficativement diminue la 

resistance a la rupture femorale (N), les rates ovarlectomls6es et recevant un 
regime supplements en hesperidlne tendent vers une amelioration de ce 
paramdtre. 

15 

B.3 Densitometrie 

Les densites sont exprim6es en g/cm^. 



Tableau 3 : Densite femorale totale (T-BMD) 



rsH 


rovx 


Hp SH 


HpOVX 


0.2262 ± 
0.0056 


0.2143 ± 0.0025^° 


0.2501 ± 0.0028° 


0.2445 ± 
0.0052 
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L'ovariectomie induit une diminution significative de la densite femorale totale 
des rates recevant le regime temoin, par comparaison aux pseudo-op§rees. 
En revanche, la consommation d'hesperidlne previent totalement cette 



cl6min§rallsation et. de plus, elle amellore signlficatlvement ce param6tre 
Chez les SH. 

Densite femorale m^taph ysaire (M-BMD^ (figure 2) 
5 Les r§sultats relatifs au femur entier sont egalement verifies au niveau de la 
zone m§taphysa!re essentlellement constitute d'os trabeculalre. 
L'amelioration de la mineralisation chez les animaux non castr6s ayant 
consomm§ la molecule est Egalement d§montr6e (par comparaison aux T 
SH). 

10 

Densite femorale diaph ysaire fM-BMD') : 

La zone diapiiysaire est constituee d'os corticaU 



Tableau 4 



rsH 


rovx 


Hp SH 


HppVX 


0.2019 ±0.0044 


0.2003 ± 0.0032 


0.224.5 ± 0.0020* 


0.2258 i: 0.0055* 



15 La consommation d'hesp6ridlne amellore signlficatlvement (p<0.p5) ce 
paramStre, par comparaison aux autres lots recevant un regime standard, 
aussi blen chez les rates OVX que SH. 

B.4 Biomaraueurs osseux 

20 r^ycretion urinaire de d^ ftnxvpvridinoline (Tigure 3) 

L'ovariectomie induit une augmentation significative de la resorption osseuse 

(p<0.01 vs T SH). Ce ph6nom6ne est tvlte par la consommation 
d'hesperidine chez les rates OVX. De m§me. chez les rates Hp SH, 
I'excretion urinaire de DPD est significativement diminu§e par comparaison 
25 aux TSH. 

Taux plasm ati ques d'osteocalcine fflgure 4) 



La consommation d'hesperidine stimule Paccrefion osseuse (Hp 
SH vs TSH ; Hp OVX vs TOVX ; p<0.05), I'osteocalcine §tant un temoin de 
I'activit^ osteobiastique. 

5 Taux circulants d'hesoerSfine 
1 'hfisperidine est, en fait, un glycoside de I'hes pef ^tine (h espeF 6tin e- 7 - 

Rhamnoglucoside), Le taux plasmatique moyen d'aglycone retrouve chez les 

rates OVX, comme les SH, recevant les regimes supplement's en 

hesperidine etalt de 12.53 ± 2.48 \iM. Par centre, aucune trace d'hesp§r6tine 

10 n'a 6te detectee chez les rates recevant le regime t6nnoln. 

Conclusion de I'Exemple 1 

L'ensemble des resultats de cette experimentation indlque que Thesperidine 
est capable de pr^venir la perle osseuse consecutive a la carence 
15 oestrog'nique, chez la rate ovariectomls6e. Get effet semblerait §tre du § 
une diminution de la resorption osseuse, coupl§e ^ une acceleration de 
I'actlvlte osteobiastique. Un effet benefique de cette flavanone est mdme 
observe chez des rates intactes (pseudo-operees) ayant done un statut 
hormonal et un metabolisme osseux normal. 

20 

Exemple 2 : Effet de I'hesperetine sur les cellules hPOB-tert (llgnee 
immortallsee d'osteoblastes de perioste humain, Darimont et al., 2002). 

Nous avons teste trois concentrations d'hesperetine dans le milieu de 
25 culture de hPOB ensemencees a confluence : 1, 10 et 50 pM. Ces milieux 
etalent par allleurs depourvus de facteuns de differenclatlon osteobiastique 
(Vitamine D3 et Dexamethasone). Le contr6le contenait du DMSO 
(I'hesperetine etant dissoute dans le DMSO) § 0.1%. Les cellules ont ete 
incubees dans ces milieux pendant 35 jours. L'activlte de la phosphatase 
30 alcaline, marqueur de differenclatlon osteobiastique, a ete mesur6e sur un 
lysat cellulaire en utilisant un kit commercialise (Sigma n''247). Les cellules 
avaient ete recoltees e 0, 4, 8 et 12 jours d'incubation. Le contenu calcique 



des cellules, temoin de mineralisation, a et6 quantifie sur lysat cellulaire 
aprds 21 jours d'incubation avec les diff^rents milieux. ^ I'aide d'un kit 
commerdalls6 (Sigma n'SST). 

RESULTATS 

ActMt6 de I'ALP 

L'activit§ de la phosphatase alcaline, done la diff^renciation ost6oblastlque, 
est sfimulee par la presence d'hesp6ritine dans le milieu, de fagon dose- 
dependante. Les doses 10 et 50 augmentent ce processus des le 4eme 
jour d'exp6rlmentation, un palier 6tant atteint au 8eme jour d'incubation. Si 
rhesp§r§tine k 50 pM s'av^re la plus efficace, une concentration de IpIVI, au 
contraire, seralt d§pourvue d'effet, par comparalson aux cellules nori fait^es. 

Accumulation du calcium dans les cellules: f 
Apres 21 jours d'incubation, seule la dose d 56pM d'hesp6r6tine^%emble 
stimuler le depot calcique, par comparalson au contenu de calcium Bfians les 
cellules controles (0.1 % DMSO). ^ 




REVENDICATIONS 

1. Utilisation du compose hesperidine ou de Tun de ses derives pour la 
fabrication d'une composition destinee a stimuler la formation de I'os et/ou a 
5 inhiber la resorption osseuse chez Thomme ou I'animal. 



2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite 
composition est une composition nutritionnelle adaptee pour une 
administration orale. 

10 

3- Utilisation selon la revendication 2, caract§risee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destin6e a stimuler la formation de Tos chez les 
indmdus jeunes en phase de croissance. 

15 4. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destin6e S pr6venlr la perte osseuse qui se 
produit avec le vieillissement 

5. Utilisation seion la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
20 composition nutritionnelle est destinee a prevenir ou traiter des troubles lies a 

un desequllibre du rapport entre la formation de I'os et la resorption osseuse. 

6. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a traiter un deficit osseux resultant 

25 d'une fracture. 

7. Utilisation selon la revendication 6., caracterisee ne ce que ladite 
composition nutritionnelle est destinee a prevenir ou a traiter des pathologies 
choisies parmi Tosteoporose, la maladie de Paget, la perte osseuse ou 

30 Tosteolyse observee a proximite d'une prothese, les maladies de I'os 
metastatique, Thypercalcemle due & un cancer, les my§lomes multiples, les 
maladies periodontales ou rosteoarthrite. 



8. Utilisation selon I'une des revendications 2 a 7, caracteris§e en ce ladite 
composition nutritionnelle se presente sous fonne de boissons, y compris 
des jus, pref^rentlellement des jus de fruits, des yaourts, des glaces, des 
fromages, des produits cuits tels que le pain, les biscuits et les gateaux, des 
produits laitiers, des desserts, des produits de confiserie, des barres de 
cereales, des cer§ales pour le petit dejeuner, des produits d'assaisonnement 
des aliments, des salades de fruits ou des compotes de fruits. 

9. Utilisation selon Tun des revendications 2 S 7, caract6ris§e en ce que 
ladite composition nutritionnelle se pr§sente sous la forme d'un produit 
destin§ ^ I'alimentatlon animate, sous forme humide, semi-humide ou seche. 

10. Utilisation selon I'une des revendications 2^9. caract6rls6e en ce que le 
compose hisp^ridine ou I'un de ses derives se presente sous la forme d'un 
produit d'extraction obtenu ^ partir de la peau ou de la puipe d'un ag^me. 

■PI 

11. Utilisation selon I'une des revendications 2 a 10, caracterlsee en .ce que 
ladite composition nutritionnelle es^ adapt^e ^ une administration orale d'un 
quantity quotldienne comprise entre 0,01 a 600 mg du compos§ hi^6rldine 
ou de I'un de ses derives. ;^ 

v.! 

12. Composition nutritionnelle pour stimuler la formation de I'os et/ou inhiber 
la resorption osseuse, caracterlsee en ce qu'elle comprend, a titre de 
compose nutritionnel actif, le compost hisp§ridine ou Vun de ses derives. 

13. Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce ladite composition 
est une composition pharmaceutlque humaine ou v§t§rinalre. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caract6ris§e en ce que ladite 
composition phannaceutique est destin§e d stimuler la formation de Tos chez 
I'individu jeune en phase de crolssance. 

,15. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ladite 
composition phannaceutique est destin^e a pr^venir la perte osseuse qui se 
produit au cours du vieillissement. 




16. Utilisation selon la revendicatlon 13, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutlque est destinee a prevenir ou traiter une pathologie 
liee a un desequilibre du rapport entre la formation de I'ose at la resorption 
5 osseuse. 



17. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ladite 
composition pharmaceutlque est destinee a traiter un deficit osseux resultant 
d'une fracture. 

10 

18. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que ladite 
composition est destinee d prevenir ou traiter une pathologie cholsle parmi 
que l'ost6oporose, la maladie de Paget, la perte osseuse ou I'osteolyse 
observee d proximity d'une prothSse, les maladies de i'os metastatique, 

15 rhypercalc6mie due a un cancer, les myotomes multiples, les maladies 
periodontales ou I'osteoarthrite. 

19. Utilisation selon I'une des revendicatlons 13 a 18, caracteris§e en ce que 
ladite composition pharmaceutlque se pr6sente sous une forme pour 

20 radmlnlstratlon prale, parenterale ou intra-velneuse. 

20. Utilisation selon I'une des revendications 13 a 18, caracterisee en ce que 
ladite composition pharmaceutlque est adaptee a une administration orale 
d'une quantity quotidienne comprise entre 0,01 a 500 mg du compose 

25 hisperidine ou de I'un de ses derives. 

21. Composition pharmaceutlque humaine ou v6terinaire pour stimuler la 
formation de I'os et/ou pour inhiber la resorption osseuse, caracterisee en ce 

30 qu'elle comprend, a titre de principe actif, le compose hesperidine ou I'un de 
ses derives. 
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